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菲及腐殖酸混合液荧光法定量分析研究
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摘 　要 　多环芳烃作为普遍关注的优先监测污染物 , 在水环境中其含量很低 , 易受共存物腐殖酸的干扰。由

于多环芳烃与腐殖酸的光谱重叠严重 , 很难用常规方法快速的定量检测。菲 ( P H E) 作为多环芳烃中的模式

化合物 , 对菲和腐殖酸 ( HA)的荧光光谱特性进行了研究 , 分析了腐殖酸共存下对菲定量检测的影响。采用

平行因子算法分析混合液的三维荧光光谱 , 在激发波长为 240～360 nm (5 nm 为间隔) 、发射波长为 260～

575 nm (5 nm 为间隔)下对该体系进行了分辨研究 ,并对菲和腐殖酸进行荧光光谱测量。实验结果表明 , 此方

法可用于有干扰共存下多环芳烃化合物的直接快速定量检测。
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引 　言

　　多环芳烃 (polycyclic aromatic hydrocarbons , PA Hs) 是

指两个或两个以上的苯环按线形、角状或簇状方式稠合在一

起的一类中性或非极性有机化合物。水体中的 PA Hs 主要来

源于大气沉降、城市污水和工业废水的排放、石油的溢漏 ,

污染物进入地表水和地下水 , 导致饮用水水源受到污染。由

于其在环境中难降解 , 持久性强并具有强的“三致”效应 , 同

时环境中存在的多环芳烃浓度很低 , 又受共存物干扰 , 因

此 , 必须对多环芳烃的含量进行检测 , 为水体质量控制与评

价提供科学依据。菲因具有独特的化学结构 , 成为 PA Hs 研

究中的模式化合物。

随着分析化学的不断发展 , 光谱分析技术逐渐被应用到

水污染多环芳烃含量的监测中 , 在对多环芳烃的荧光光谱特

征、分析方法、种类鉴别中进行了研究 , 做了大量的实验工

作 [125 ] 。然而 , 在水环境中 , 腐殖质是溶解有机物 ( dissolved

organic matter , DOM)的主要组分 , 其含量可以达到几 mg ·

L - 1 , 一般高于多环芳烃的含量 [6 ] ; 由于多环芳烃和腐殖酸

的荧光光谱存在较大范围的重叠 , 因此在测量时必须将多环

芳烃从溶解有机物背景中分离出来。本文以菲作为研究对

象 , 运用平行因子算法对菲与腐殖酸的三维荧光光谱进行了

分离研究 , 着重分析了水中腐殖酸对菲浓度荧光光谱测量的

影响。

1 　实验部分

111 　实验仪器及材料

本实验所用的仪器为荷兰 SKALAR 公司生产的三维荧

光成像仪 , 型号为 : FL UO2IMA GER M153 , 其主要性能如

下 : 测量原理为荧光扫描 ; 光源 150 W 氙灯 ; 单色仪使用凹

面全息衍射光栅 600 l ·mm - 1 ; 测量波长范围 : 激发 240～

360 nm , 发射 260～585 nm ; 分辨率 1 nm ; 响应时间 6 min ;

检测器 PM T。该仪器可根据扫描的荧光光谱数据生成以发

射波长为 X轴 , 激发波长为 Y轴 , 发射荧光强度为 Z轴的三

维荧光光谱图。

实验样品为不同浓度梯度的菲水溶液、不同浓度梯度的

腐殖酸水溶液 , 及两种物质不同浓度配比的混合液。这两种

有机物在水中的溶解度非常低 , 为了适当增加其溶解量 , 在

配制水溶液时 , 曾采取乙醇作为菲储备液的溶剂 , 而腐殖酸

溶液的配制则采用多次碱溶合后调节溶液至中性得到腐殖酸

储备液。

112 　数据分析方法

本文采用 PARA FAC (parallel factor analysis) 算法对不

同荧光物质的光谱进行分离 , 可以从复杂混合成分的三维荧

光光谱数据即激发发射光谱 ( excitation2emission matrix ,
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EEM)矩阵中分解出其各自的特征荧光光谱。

PARAFAC 算法是一种多维分析方法 , 同时也是一种分

解方法 , 是对主成份分析 ( PCA) 向更高阶阵列的一种扩展 ;

在分析时 , 可将一个由多个 EEM 数据构成的三维阵列 (样品

×激发 ×发射)分解为 3 个载荷矩阵 : A , B 和 C。PARAFAC

模型可由 A, B和 C给出 , 包括的元素分别为 aif , bjf 和 c kf 。

求解 3 个载荷矩阵 A , B 和 C , 使得拟合残差的平方和最小。

PARA FAC 模型可表示为

χijk = ∑
F

f = 1

aif b j f c kf +εijk (1)

对于 EEM 数据来说 , (1)式中χij k 为第 i 个样品的荧光强度 ,

此时激发和发射波长分别为矩阵中第 k 行对应的激发波长、

第 j 列对应的发射波长 ; aif 为第 i 个样品第 f 个荧光团的浓

度比例分数 ; bj f 及 c kf 分别为第 f 个荧光团的发射及激发光

谱 ; F为独立的荧光团组分数 ;εijk 为模型的余项 [7 ] 。得到的

3 个载荷矩阵 A , B 和 C , 分别为与浓度值相对应的得分、激

发光谱和发射光谱。

PARAFAC 模型可以通过交替最小二乘法 (alternating

least squares , AL S)来求解 , 先合理地假设其中的两个载荷

矩阵 , 然后估计出其余的未知参数。

2 　结 　果

211 　菲与腐殖酸的三维荧光光谱

图 1 为菲及腐殖酸溶液的三维荧光光谱图 , 图 1 (a)为菲

溶液的三维荧光光谱图 , 图中的两个荧光峰分别位于λex /λem

= 255/ 370 nm 和 295/ 370 nm , 这两个峰均由菲产生 , 峰的

Fig11 　There dimensional fluorescence spectra of

phenanthrene and humic acid solution

荧光激发波长不同 , 发射波长均为 370 nm。图 1 (b)为腐殖酸

水溶液的三维荧光光谱图 , 图中有一个荧光峰在λex /λem =

310/ 440 nm 处。根据荧光峰的位置 , 可以推断出菲的λex /λem

= 295/ 370 nm 处的荧光峰受腐殖酸荧光峰的影响较大 , 两

者存在较大范围的重叠。

212 　两溶液的拟合曲线

选用乙醇做溶剂配制 1 mg ·L - 1菲储备液 , 用去离子水

准确配制浓度梯度为 5 , 10 , 20 , 50 , 100 , 250μg ·L - 1的菲

标准溶液 ; 配制浓度梯度为 015 , 1 , 2 , 215 , 4 , 5 mg ·L - 1的

腐殖酸标准溶液 , 然后利用 PARA FAC 模型对去除背景后的

原始荧光谱进行拟合 , 得到菲及腐殖酸的拟合光谱 (见图 1) ,

同时得到浓度与得分值之间的关系曲线 , 如图 2 所示。

Fig12 　Calibration curve for phenanthrene

and humic acid solution

　　图 2 为菲及腐殖酸标准溶液浓度与得分值的工作曲线 ,

通过最小二乘拟合 , 得到菲的得分值与浓度的线性回归方程

为 y = 141002 78 x + 61964 76 , 线性回归系数为 01999 76 ; 腐

殖酸的得分值与浓度之间的线性回归方程为 y = 3701576

67 x + 681025 , 线性回归系数为 01996 62 , 结果表明菲与腐

殖酸的浓度与其得分值之间均具有较好的线性关系。

213 　混合液中菲与腐殖酸的相互影响

图 3 为相同浓度菲不同浓度腐殖酸的混合溶液 , 溶液中

菲的浓度为 20μg ·L - 1 , 腐殖酸的浓度分别为 012 , 015 ,

110、215 mg ·L - 1 。由该图可知 , 当腐殖酸浓度低于 015 mg

·L - 1时 , 菲的荧光峰不受腐殖酸荧光的影响 , 而当腐殖酸

浓度达到 215 mg ·L - 1时 , 菲的荧光峰受到了严重影响 , 菲

的三维荧光光谱信息严重损失 , 因此 , 需要解决其光谱重叠
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Fig13 　Three dimensional fluorescence spectra of phenanthrene and humic acid mixed solution

cphen = 20μg ·L - 1 ; (a) : cHA = 012 mg ·L - 1 ; (b) : cHA = 015 mg ·L - 1 ;

(c) : cHA = 110 mg ·L - 1 ; (d) : cHA = 215 mg ·L - 1

问题。

　　根据图 3 , 我们可以看出 , 当菲与腐殖酸的荧光强度值

相差较大时 , 其定量分析受到的影响越小 , 经数学分离后的

实测值越接近理论值。

214 　定量分析混合液中菲与腐殖酸

准确配制下述浓度的菲与腐殖酸混合溶液 , 对 9 个二元

混合物作了测定 , 表 1 列出了菲与腐殖酸二元混合物的理论

浓度及实测浓度。对实测浓度的检测 , 本文采用 PARAFAC

算法 , 得到菲与腐殖酸分离后各自的得分值 , 再根据菲与腐

殖酸的线性回归方程计算出各自的浓度 , 得到实测浓度。

Table 1 　Experiment results of two component analysis

序号

理论浓度 实测浓度

cphen

/ (μg ·L - 1)
cHA

/ (mg ·L - 1)
cphen

/ (μg ·L - 1)
cHA

/ (mg ·L - 1)

1 20 01 2 171 50 01 04

2 20 01 5 141 02 01 40

3 20 1 141 66 01 94

4 20 2 171 40 21 19

5 20 21 5 171 13 21 50

6 50 1 401 15 11 30

7 50 2 421 71 21 11

8 50 4 381 40 31 88

9 50 5 371 11 41 80

3 　讨 　论

　　对水环境中 PA Hs 混合样品的测定 , 目前常采用高效液

相色谱、气相色谱及气相色谱/ 质谱联用 [8212 ] 等方法对其进

行分离、检测 , 上述方法多是将水体中的 PA Hs 经液2液萃取

后测定其含量的 , 存在样品预处理繁琐的缺点。由于 PA Hs

中菲具有较高的荧光量子产率 , 可利用其荧光特性对其进行

测量 , 但是水环境中的腐殖酸也具有荧光特性 , 根据图 3 中

菲与腐殖酸在浓度配比不同时的光谱图 , 可看出腐殖酸的荧

光光谱与菲的荧光光谱存在严重的重叠现象。为解决重叠问

题并实现快速检测 , 本文通过三维荧光光谱技术得到激发2
发射矩阵 , 该矩阵包含了荧光物质完整的稳态荧光信息 , 对

激发2发射矩阵数据采用 PARA FAC 算法实现了光谱的分

离 , 不需要化学预处理分离可直接测定混合物中的各种组

分 , 即通过“数学分离”部分代替“化学分离”。

菲与腐殖酸二元混合液的浓度测量结果如表 1 所示 , 菲

与腐殖酸的实测浓度均比理论浓度偏小 , 该结果可能与腐殖

酸对菲的吸附有关。腐殖酸可以通过疏水作用、配为交换和

氢键作用吸附有机污染物。有实验证明 , 腐殖酸对疏水性有

机物 ———菲的等温吸附在低浓度范围表现为线性 ; 在高浓度

时 , 为非线性 , 即腐殖酸分子对菲的吸附能力增加 [13 ] 。也可

能因为腐殖酸的存在加速了 PA Hs 的降解 [14 ] 。

4 　结 　论

　　本文以菲作为研究对象 , 一方面 , 煤、石油等化石燃料

燃烧过程产生了大量包括菲在内的多环芳烃致癌物质 , 在水

体、沉积物、土壤都发现了此类物质的存在 , 另一方面 , 菲

是美国环保署指定的 16 种优先控制多环芳烃中的一种。

通过三维荧光光谱技术结合 PARAFAC 算法对水中多

环芳烃 ———菲浓度的快速测量 , 详细分析了水中溶解有机物
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对菲浓度测量的影响。实验结果表明 , 运用 PARA FAC 算

法 , 达到了对混合液中菲及腐殖酸的重叠三维荧光光谱分开

的效果 ; 同时 , 对 9 个不同浓度配比的菲、腐殖酸二元混合

物进行了定量分析 , 其分析结果良好。因此 , 三维荧光光谱

技术结合 PARA FAC 算法可用于快速检测大量溶解有机物

存在条件下水中微量多环芳烃浓度的分析。
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Quantitative Analysis of Phenanthrene and Humic Acid in Solution Based
on Fluorescence Method
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Abstract 　Polycyclic aromatic hydrocarbons as a universal concern in the monitoring of priority pollutant s have low content in the

water environment and are interfered with the coexistence of humic acid. The spect ra of humic acid and polycyclic aromatic hy2
drocarbons overlap seriously , so it was difficult to use the conventional methods for rapid quantitative detection. As a model

compound of polycyclic aromatic hydrocarbons , Phenanthrene ( P H E) was chosen in the experiment . The fluorescence spect ra of

P H E and humic acid ( HA) were investigated by three dimensional fluorescence excitation2emission matrix. The method com2
bined excitation2emission matrix fluorescence spect ra with parallel factor analysis and was applied to determine P H E and HA di2
rectly. The excitation wavelength changed f rom 240 to 360 nm at an interval of 5 nm. The emission wavelength varied f rom 260

to 575 nm at an interval of 5nm. The satisfactory result s show that this experiment can be easily performed without paying out

time2consuming and complicated procedures.

Keywords 　Three2dimensional fluorescence spect ra ; Overlapping of fluorescence spect ra ; PARA FAC ; Phenanthrene ; Humic

acid
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